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De uitvinding heeft betrekking op het gebruik 
van antimicrobiele peptiden (AMP) in calciumf osf aat 
botcement en vormt een inrichting, die de vertraagde 
afgifte van de AMP verzorgt ter voorkoming en behandeling 
5 van infecties van het bot (osteomyelitis) en de omringen- 
de zachte weefsels. 

Het voorkomen van infecties van de zachte 
weefsels en het bot na operaties blijft een zorgkwestie 
bij orthopedische en traumachirurgie . Infectie van bot- 

10 weefsels (osteomyelitis) en/of het omliggende zachte 

weefsel is zeer moeilijk te genezen en dit is een reden 
waarom een stringente preventie vereist is. Op dit moment 
worden hiervoor met antibiotica geimpregneerde polyme- 
thylmethacrylaatkorrels (PMMA-korrels) toegepast . Wanneer 

15 zij in de chirurgische wond geplaatst zijn fungeren zij 
als een vertraagde afgifte systeem teneinde hoge lokale 
concentraties aan antibiotica te verkrijgen, terwijl de 
systemische concentraties laag blijven. Dergelijke kor- 
rels zijn echter niet-resorbeerbaar en daarom is een 

20 aanvullende operatie nodig. Verder heeft het intensieve 
gebruik van antibiotica in de humane en veterinaire 
geneeskunde geleid tot een resistentie op grote schaal 
van bacterien en schimmels tegen antibiotica als gentamy- 
cine. Daarom zijn dringend nieuwe therapieen voor de 

25 voorkoming en behandeling van bijvoorbeeld osteomyelitis 
nodig . 

De onderhavige uitvinding verschaft daartoe een 
nieuwe inrichting voor de voorkoming en behandeling van 
osteomyelitis , welke gebruik maakt van een resorbeerbare 

3 0 calciumf osf aat cement drager en een nieuwe klasse van 
antibiotische middelen, de zogeheten antimicrobiele 
peptiden (AMPs) . 

De AMPs, die worden gebruikt in de uitvinding 
zijn peptiden, die bestaan uit een aminozuurketen, welke 

35 een domein van 10 tot 25 aminozuren bevatten, waarbij de 
meerderheid van de aminozuren van de ene helft van het 
domein posit ief geladen aminozuren zijn en de meerderheid 
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van de andere helft van het domein ongeladen aminozuren 
zijn. 

De opbouw van deze peptiden kent een aantal 
variaties. Ten eerste kan het domein een a-helix vormen, 
5 waarvan tenminste een meerderheid van de posities 1, 2, 
5, 6, 9 (12, 13, 16, 19, 20, 23 en 24) een positief 
geladen aminozuur bevat, positie 8 een positief of een 
ongeladen aminozuur is en tenminste een meerderheid van 
de posities 3, 4, 7, 10, (11, 14, 15, 17, 18, 21, 22, 25) 

10 een ongeladen aminozuur bevat. Deze peptiden hebben een 
laterale amf ipathiciteit , dat wil zeggen een maximaal 
hydrofoob moment bij 100°. Eenvoudig gezegd, zijn deze 
peptiden aan de linkerzijde hydrofoob en aan de rechter- 
zijde hydrofiel of omgekeerd. Deze peptiden worden hierin 

15 "type I" genoemd. 

Verder kan het domein een o-helix vormen, waar- 
van tenminste een meerderheid van de posities 1, 2, 5, 6, 
9 (12, 13, 16, 19, 20, 23 en 24) een ongeladen aminozuur 
bevat, positie 8 een positief of een ongeladen aminozuur 

2 0 is en tenminste een meerderheid van de posities 3, 4, 7, 

10, (11, 14, 15, 17, 18, 21, 22, 25) een positief geladen 
aminozuur bevat. Deze peptiden hebben een laterale amfi- 
pathiciteit, dat wil zeggen een maximaal hydrofoob moment 
bij 100°. Eenvoudig gezegd, zijn deze peptiden aan de 
25 rechterzijde hydrofoob en aan de linkerzijde hydrofiel of 
omgekeerd. Deze peptiden worden hierin "type II" genoemd 
en zijn in principe de spiegelbeelden van type I pepti- 
den . 

Daarnaast kan het domein een ce-helix vormen, 

3 0 waarbij tenminste een meerderheid van de posities 1 tot 

en met 6 (of 7 of 8 of 9 of 10 of 11 of 12) een ongeladen 
aminozuur bevat, en op positie 7 (of 8 of 9 of 10 of 11 
of 12 of 13) tot en met 25 een positief geladen aminozuur 
voorkomt. Deze peptiden hebben een langsgerichte amfipa- 
3 5 thiciteit, dat wil zeggen een minimaal hydrofoob moment 
bij 100°. Deze peptiden zijn aan hun "bovenkant " hydro- 
foob en aan hun "onderkant" hydrofiel. Dergelijke pepti- 
den worden met "type III" aangeduid. 



Omgekeerd kan het dome in een a -helix vormen, 
waarbij tenminste een meerderheid van de posities 1 tot 
en met 6 (of 7 of 8 of 9 of 10 of 11 of 12) een positief 
geladen aminozuur bevat, en op posit ie 7 (of 8 of 9 of 10 
5 of 11 of 12 of 13) tot en met 2 5 een ongeladen aminozuur 
voorkomt . Deze peptiden hebben eveneens een langsgerichte 
amf ipathiciteit , en dus een minimaal hydrofoob moment bij 
100°. Deze peptiden zijn aan hun "onderkant" hydrofoob en 
aan hun "bovenkant" hydrofiel. Dergelijke peptiden worden 

10 met "type IV" aangeduid. 

Tenslotte kan het domein een zogeheten fi- strand 
vormen en op tenminste een meerderheid van de posities 1, 
3 f 5, 7, 9 (11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 en 25) een posi- 
tief geladen aminozuur bevatten, en op tenminste een 

15 meerderheid van de posities 2, 4, 6, 8, 10, (12, 14, 16, 
18, 20, 22, 24) een ongeladen aminozuur. Een dergelijke 
6-strand is lateraal amfipathisch en heeft een maximaal 
hydrofoob moment bij 180°. De S-strand structuur is 
vlakker dan de of-helix en is eenvoudig gezegd links 

20 hydrofoob en rechts hydrofiel of omgekeerd. Dit zijn 
"type V" -peptiden. 

De positief geladen aminozuren worden bij 
voorkeur gekozen uit de groep, die bestaat uit ornithine 
(O) , lysine (K) , arginine (R) en histidine (H) , terwijl 

2 5 de ongeladen aminozuren bij voorkeur worden gekozen uit 
de groep, die bestaat uit de alifatische aminozuren 
glycine (G) , alanine (A) , valine (V) , leucine (L) , iso- 
leucine (I) , de aminozuren met een dipolaire zijketen 
methionine (M) , asparagine (N) , glutamine (Q) , serine 

30 (S) , threonine (T) , de aminozuren met een aromatische 

zijketen phenylalanine (F) , tyrosine (Y) , tryptofaan (W) . 
Aminozuren op de grens tussen hydrofiel en hydrofoob 
kunnen uit beide groepen of uit de overige aminozuren 
gekozen worden. 

35 In principe is er nauwelijks verschil in acti- 

viteit waar te nemen wanneer een van de positieve amino- 
zuren en/of een van de ongeladen aminozuren is vervangen 
door een willekeurig aminozuur. De meerderheid van de 



positief geladen aminozuren is derhalve bij voorkeur het 
totale aantal positief geladen aminozuren minus 1 en de 
meerderheid van de ongeladen aminozuren is bij voorkeur 
het totale aantal ongeladen aminozuren minus 1. 
5 Het domein kan een onderdeel zijn van een 

groter peptide, maar kan ook zelf het gehele peptide 
uitmaken. Wanneer het domein onderdeel uitmaakt van een 
groter peptide kunnen de C-terminale en/of N-terminale 
aminozuren, die dan extra aanwezig zijn willekeurige 
10 aminozuren zijn. 

De bijzondere voorkeur gaat uit naar de volgen- 
de peptiden van het type I: 





KRLFKELKFSLRKY 


(peptide 3) 




KRLFKELLFSLRKY 


(peptide 4) 


15 


KRLFKELKKSLRKY 


(peptide 5) 




KRLFKELLKSLRKY 


(peptide 6 




OOLFOELOOSLOOY 


(peptide 7) 




OOLFOELLOSLOOY 


(peptide 8) 




KRLFKKLKFSLRKY 


(peptide 9) 


20 


KRLFKKLLFSLRKY 


(peptide 10) 




Een voorkeur spep tide van het 


type III heeft de 



volgende aminozuurvolgorde : 

LLLFLLKKRKKRKY (peptide 11) 

De peptiden volgens de uitvinding kunnen verder 
25 nog modificaties bevatten. Deze modificaties zijn bi j - 
voorbeeld een N-terminale amidering, bijvoorbeeld met 
azi jnzuuranhydride, of een alternatieve afsplitsing van 
de synthesehars , waardoor de C- terminus gemodif iceerd 
wordt . Voor dit laatste kan gedacht worden aan een ver- 
3 0 vanging van de C-terminale carbonzuurgroepdoor een 

amide-, ester-, keton- , aldehyde- of alcoholgroep , Pepti- 
den met een dergelijke modificatie zijn bijvoorbeeld: 

KRLFKELKFSLRKY- amide (peptide 12) 

KRLFKELLFSLRKY- amide (peptide 13) 

3 5 Naast enkelvoudige peptiden kunnen ook oligome- 

ren worden gemaakt . Dit zijn bij voorkeur lineaire oligo- 
meren van de peptiden volgens de uitvinding. De koppeling 
kan zowel kop-kop als staart-staart als kop-staart zijn, 



5 



hetzij door directe synthese hetzij door postsynthetische 
enzymatische koppeling. Voor de vorming van een transmem- 
braan porie is een minimale pept idenlengte vereist . 
Oligomeren van de peptiden volgens de uitvinding zijn 
5 dubbel lang en daardoor in principe beter in staat de 
gehele fosfolipide dubbellaag van de bacteriele celmem- 
braan in een Iceer te overspannen. Hierdoor zou de werking 
van het peptide nog verder kunnen verbeteren. Daarnaast 
geeft verlenging van de peptiden een stabilisatie van de 

10 helixconf ormatie . Meestal dient een spacer te worden 

ingevoegd. Bij directe synthese van kop-staart gekoppelde 
oligomeren kan een spacer op maat worden ingebouwd door 
het gebruik van een keten van onnatuurli j ke aminozuren 
van de juiste lengte, bijvoorbeeld 6-alanine, Y~ am i n °k°~ 

15 terzuur, e-aminocapronzuur, etc. Ook kunnen heterodi- 
functionele koppelingsreagentia, zoals die commercieel 
verkrijgbaar zijn om peptide- ant igenen aan dragereiwitten 
te koppelen (bijvoorbeeld 1 -ethyl- 3- [3 - dimethyl aminop ro- 
py 1] carbodiimide (EDO , m-maleimidobenzoyl) -N- hydroxy - 

20 succinirnide ester (MBS), N-succinimidyl 3 - [pyridyldi thi- 
ol propionaat (SPDD) etc. gebruikt worden om lineaire 
oligomeren met een tussengevoegde spacer te maken. Voor 
kop-kop en staart-staartkoppelingen kunnen driewaardige 
aminozuren worden gebruikt, zoals asparaginezuur (D) , 

25 glutaminezuur (E) , ornithine (0) , lysine (K) , serine (S) , 
cysteine. Dergelijke oligomeren zijn bijvoorbeeld: 



Peptiden 14 en 15 zijn verkregen door synthese van pepti- 
de 2 met een additionele C- terminale , respectieveli jk N- 
terminale cysteine, waarna het oligomeer verkregen is 
35 door luchtoxidatie . Peptiden 16, 17 en 18 zijn verkregen 
door gebruikmaking van de Multi-Antigen Peptide (MAP) 
strategie, waarbij als eerste aminozuur een lysine met 
zowel op de ot- als op de e-aminogroep een Fmoc bescher- 



30 



°N, € N- (KRKFHEKHHSHRGY) 2 K- amide 
a N, 6 N- (KRLFKELKFSLRKY) 2 K- amide 
°N, € N- (KRLFKKLKFSLRKY) 2 K- amide 



YGRHSHHKEHFKRKC- CKRKFHEKHHSHRGY 



KRKFHEKHHSHRGYC- CYGRHSHHKEHFKRK 



(peptide 14) 

(peptide 15) 

(peptide 16) 

(peptide 17) 

(peptide 18) 



ming als eerste aminozuur aan de synthesehars werd ge- 
bruikt, waardoor gelijktijdig twee identieke aminozuurke- 
tens (peptiden 2, 3 en 9) op een lysinemolecuul werden 
gesynthetiseerd , 
5 De hierin beschreven peptiden hebben geen of 

nauwelijks hemolytische activiteit in f ysiologische 
buffers, zoals PBS (f osf aatgebuf f erde zoutoplossing) . Een 
lage activiteit tegen erytrocyten van humane oorsprong is 
een indicatie voor lage toxiciteit. Deze selectiviteit is 
10 essentieel voor het gebruik van deze peptiden als antibi- 
otica . 

De peptiden vertonen een wijd spectrum aan 
antibacteriele en anti-schimmel activiteit, zelfs tegen 
methycilline-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) , 
!5 Pseudomonas aeruginosa (welke in het bijzonder gevaarlijk 
is bij osteomyelitis) en amphotericine-B resistente 
Candida albicans , 

De uitvinding maakt verder gebruik van botmate- 
riaal dat na uitharding bot cement vormt en waarbij de 

2 0 AMPs homogeen in het uitgeharde botcement zijn verdeeld. 

Het is biocompatibel , resorbeerbaar en inert en vormt 
zich bij lichaamstemperatuur . Het uiteindeli jke cement 
heeft bovendien voldoende sterkte en stijfheid om als 
bptvervanger dienst te doen. 
25 Volgens de uitvinding is gevonden dat de opname 

van de AMPs in het cement niet van invloed zijn op de 
mechanische eigenschappen daarvan. 

Teneinde de AMPs in het cement op te nemen 
worden zij opgelost in een vloeibaar medium, bij voorkeur 
30 water, met het botmaYeriaal voor harding" daarvan gemengd. 

Bij voorkeur wordt een bloedeiwit bevattende 
oplossing, in het bijzonder albumine, gebruikt om de AMPs 
in oplossing te houden teneinde een homogene verdeling 
•van de AMPs in het uiteindelijk uitgeharde botcement te 

3 5 waarborgen. 

In een voorkeursuitvoeringsvorm van botmateri- 
aal bevat het calciumf osf aat . Vanwege de biocompatibili- 
teit is daarbij in het bijzonder sprake van een mengsel 



van di-calciumf osf aat , tri-calciumf osf aat , tetra-calcium- 
fosfaat en/of hydroxyl-apathiet . 

De uitvinding heeft verder betrekking op een 
werkwijze ter vervaardiging van een botmateriaal volgens 
5 de uitvinding, waarbij het botmateriaal wordt uitgehard 
tot botcement en waarbij de AMPs homogeen in het uitge- 
harde botcement wordt verdeeld. Zoals gezegd, worden de 
AMPs in een vloeibaar medium, bij voorkeur water, opge- 
lost en met het botmateriaal voor uitharding daarvan 

10 gemengd. Aldus wordt bewerkstelligd dat er een langere 
af gif teperiode wordt verschaft, waarin de AMPs na aan- 
brenging van het botmateriaal kunnen worden afgegeven aan 
de omgeving. Daarbij is telkens het uitgangspunt dat de 
AMPs steeds alleen daar werken waar dat nodig is. 

15 De uitvinding is tevens gerelateerd aan een 

inrichting ter toediening van botmateriaal voorzien van 
AMPs overeenkomstig de uitvinding, waarbij is voorzien in 
ten minste twee compart iment en voor het afzonderlijk 
houden van het botmateriaal en AMPs, in een mengkamer 

2 0 voor het mengen van het botmateriaal en de AMPs, alsmede 
in een spuitmond voor het vanuit de mengkamer spuiten van 
het mengsel . 

De uitvinding zal nader worden toegelicht aan 
de hand van een bespreking van een aantal proeven volgens 

25 een voorkeursvariant van de uitvinding, waarbij eerst een 
procedure voor het vervaardigen van het onderhavige 
botmateriaal met toegevoegde AMPs zal worden besproken. 



1. Een steriele cementpoeder bestaat uit een mengsel 
30 van alf a- tricalciumf osf aat , tetracalciumf osf aat- 

monoxyde en di-calciumf osf aat-dibasisch, in een 
verhouding van 75:20:5, of anders indien gewenst . 

2. Een steriele AMP oplossing (oplossing (A)) bestaat 
35 uit 4 milimolair HC1 in water met daarin opgelost 

0,1% runderserumalbumine en AMPs in een concentratie 
naar wens varierend van 2xl0 -5 % tot 2%. 
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3. Een tweede steriele oplossing (oplossing (B) ) be- 

staat uit water met daarin opgelost 12% natriumsuc- 
cinaat en 5% chondroitine-succinaat . 

5 4 . Oplossing (A) wordt 1 op 1 gemengd met oplossing 
(B) , onder steriele omstandigheden . 

5. Een volumedeel oplossing (A+B) wordt gemengd met 

twee volumedelen cementpoeder onder steriele omstan- 
10 digheden. Dit kan gebeuren; 

a. in een bakje en gemengd met een spatel, waarna 
de cementpasta ontniddelli j k in het lichaam van 
de patient ter plaatse wordt aangebracht en 

15 daar uithardt ; 

b. via een spuit met twee kamers , waarvan er een 
het cementpoeder en de andere oplossing (A+B) 
bevat; met behulp van de spuit worden poeder en 

2 0 vloeistof ter plekke in het lichaam samenge- 

bracht waarna het mengsel ter plaatse uithardt . 



c. in een bak, mal of container, waarna het meng- 
25 sel buiten het lichaam uithardt en al of niet 

wordt vermalen tot een poeder van de gewenste 
korrelgrootte, waarna het in het lichaam van de 
patient wordt aangebracht . 
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CONCLUSIE 



Botmateriaal ter voorkoming en behandeling van 



osteomyelitis, welk materiaal is voorzien van antimicro- 
biele peptiden (AMPs) als gedefinieerd in de beschrij- 
ving, welke AMPs gedurende een tijdsperiode aan de omge- 
5 ving kan worden afgegeven, waarbij het botmateriaal na 
uitharding botcement vormt en dat de AMPs homogeen in het 
uitgeharde botcement zijn verdeeld. 



